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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein verfahren zur Inaktivierung von Viren in Blut und Blutproduklen, bei dem die zu behan- 
delnden LOsungen bzw. Suspensionen mit Phenothiazinfarbstoffen versetzt und anschlieBend mit sichtbarem Ucht in-, 
Bereich des Absorptionsmaximums des jeweiligen Farbstoffs bestrahlt und danach gegebenenfalls:das Blut bzw. die 
Blutprodukte zur Entfernung der Farbstoffe uber Adsorptionsmittel geleitet werden.; 

Es ist bekannt, daB photodynamische Substanzen in Verbindung mit sichtbarem Licht Oder uy-Licht virusinaktivie- 
rend wirken Wnnen. Ursache hierfur ist die Affinitat dieser Stoffe zu aufleren Virusstrukturen bderzur viralen NuWein- 
sdure. Beides trifft fur Phenothiazinfarbstoffe zu. Sie reagieren mit dem Mehrfcranstrukturen umhGllter Viren und 
schadigen diese unter UchteinfluB irreversibel. wodurch das Virus seine Infektiositat verliert (vgl. Snipes, W. et al 
1979, Photochem. and Photobiol. 29. 785-790). 

Photodynamische Substanzen interagieren aber auch mit viraler RNA od^r D N A, inbesondere mit den Guaninre- 
^stenjjieser„NuWeinsauren.„Nach^^ 
angeregt. so.daB es zur Oenaturierung der Nukleinsaure und letztlich zu Strangbruchen kommt. Weiterhin bewirken 
Phenothiazinfarbstoffe die Umwandlung von mblekularem Sauerstoff in Sauerstoffradikale, die hoch reaktiv sind und 
auf verschiedene Weise viruzid wirken kdnnen (vgl. Hiatt. C.W., 1972, in: Concepts in Radiation CellBiology, pp. 57*89, 
Academic Press, New York; Oh Uigin et al:; 1987. Nucl. Acid. Res. 15, 7411-7427). 1 — - 

Im Gegensatz zu anderen photodynamischen Farbstoffen zur Virusinaktivierung sind Phenothiazinfarbstoffe wie 
, Met|iylenblau, >Jeutralrot und Toluidinblau deswegen von Bedeutung, weil sie schqnjn Veftindung mit sichtbarem Ucht 
eine Reihe von Viren inaktivieren kdnnen, unter bestimmten Bedingungen auch solche, die keine Lipidhullen besitzen, 
wie z. B. das Adenovirus. ' 

Hinzu kommt, daB z.B. Methylehblau (MB) und Toluidinblau (TB) selbst therapeutische Anwendung finden, uia. als 
Antidot bei Kohlenmonoxidvergiftungen und in der UngzeittherapiepsychotischerErkrankungen. Hierbei kommen 
ohne bedeutsame Nebenwirkungen Meng.en von MB bzw. TB zur Anwendung (1 - 2 mg/kg KOrpergewicht). die weit 
hOher sind als diejenigen, die zur Virusinaktivierung notwendig sind. Die geringen Toxizitaten von MB und TB- werden 
auch durch tierexperimentelle Daten belegt. 

Seit dem Jahre 1 955 wird in der f achwelt jedoch davon ausgegangen, daB Farbstoffkonzentratiohen, ; insbeson- 
de^e bei Toluidinblau, unterhalb von 2,5 \xM nur unzureichend virusinaktivierend wirken (vgl. £ Heinmets et a!., Inacti- 
vation of Viruses in. Plasma by Photosensitized Oxidation, Research Report. Walter Reed Army Institute of Research, 
Walter Reed Army Medical Center, Washington D.C.. 1955). / 

Bei den bisher beschriebenen Untersuchungen zur Virusinaktivierung mil Phenothiazinfarbstoffen liegen die Farb- 
stoffkonzentrationen zwischen 10 M M und 100 pM (Chang and Weinstein,1975 ( Photodynamic lhactivation of Herpes- 
virus Hominis by Methylene Blue (38524), Proceedings of the Society for Experimental- Biology and Medicine, 148:291- 
293; Yen and Simon, 1978. Photosensitization of Herpes Simplex Virus Type 1 with Neutral Red. J; gen Virol., 41 :273- 
281). Bei diesen Konzentrationen besteht aber der Nachteil. daB es nicht nur zur Virusinaktivierung, sondern auch zur 
^oaktitivierung-von-H^^ 

nothiazinfarbstoffe bisiang keine -Rolle bei der Virusinaktivierung in Blut und BlutproduMen erlangt habe^ 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht nun darin. ein Verfahren zur Virusinaktivierung zu entwickeln. bei 
dem Viren verschiedener Art durch Einsatz von Phenothiazinfarbstoffen aber ohne funktionelle Beeintrachtigungen der 
Plasmaproteine abgetWet werderi Des weiteren besteht die Aufgabe der Erfindung darin, das Verfahren so einfach zu 
^gestalten, daB Blut bzw Blutprodukte unmittelbar in handelsublichen Blutbeuteln behandelt werden kdnnen. 

ErfindungsgemaB wird die gestellte Aufgabe dadurch gelGst. daB die Phenothiazinfarbstoffe in einer Konzentration 
von 0.1 bis 2 jiM eingesetzt werden und die Bestrahlung unmittelbar in transparenten Behaitnissen wie Blutbeuteln 
erfolgt, die zur Blutentnahme und Aufbewahrung dienen. 

Vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung sind in den Unteranspruchen beschrieben. 
* Die Bestrahlung erfolgt mit Tageslicht ausreichender Starke Oder mit monochromatischem Ucht vorzugsweise 
einer Kaltlichtquelle. die eine Welleniange im Bereich des Absorptionsmaximus des jeweiligen Farbstoffes besitzt. Fer- 
nersollten folgende Bedingungen bei der Virusinaktivierung im Blutplasma bzw. in PlasmaproteinlOsungen eingehalten 
werden. Die Arbeitstemperatur sollte im Bereich von 0 bis 37 °C. mdglichst aber im Bereich von 4 bis 20 °C liegen Die 
Inaktivierungsdauer betragt insbesondere 5 Minuten bis 5 Stunden, vorzugsweise 10 Minuten bis 3 Stunden, und der 
pH-Wert soli zwischen pH 5 und pH 9 liegen, vorzugsweise zwischen pH 6 und pH 8. 

Ein wesentlicher Vorteil des erfindungsmaBigen Verfahrens liegt in seiner Einfachheit. F. Heinmets et al. ( wie vorn 
angegeben) beschreiben eine hochaufwendige Apparatus durch die z.B. Blutplasma geleitet werden muB. Dabei (reten 
Wartungs- und vor allem auch Kapazitatsprobleme auf. Uberraschenderweise wurde nun festgestellt. daB man mit 
wesentlich geringeren Mengen an Farbstoff auskommen kann und zudem eine aufwendige technische Einrichtung zur 
Photoinaktivierung nicht benOtigt wird. 
_:_ .Uneryyartet war auch die. Feststellun 

Umstanden in Plasma nicht inaktivieren lieB. durch einen Frieren/Tauen-Schritt photosensitiviert und somit inaktiviert 
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b Inaktivierung, unabhangig von der ReihenfoifFder Aibeitsschritte Frieren/Tauen und 
Zugabe des Farbstoffes, festgestellt werden. Unter Frieren wird ein Tiefgefriervorgang mit verf lussigten Qasen als K5I- 
temittel bei Tenperaturen von etwa - 20 °C bis etwa 80 K verstanden. In der Regel wird bei Temperaturen unter - 30 °C 
tiefgefroren. 

Man kann die Virusinaktivierung unmrttelbar in Blut- bzw. Plasmabeuteln durchfuhren, obwohl diese nur begrenzt 
lichtdurchiassig sind. Es mu8 lediglich der Farbsloff zugefugt werden. Dann wird der Beutel samt Inhalt belichtet, und 
daraufhin kann das jeweilige Produkt weiterprozessiert werden. 

Das Verfahren istalso ohne grOSeren technischen Aufwand durchzufuhren und.an Blutbanken hervorragend in den 
Arbertsablauf bei der Prozessierung von einzelnen Blutspenden integrierbar. Die geringe Menge des eingesetzten 
Farbstoffs kann in der behandelten FlOssigkeit verbieiben Oder wird'durch Adsorptionsmitte! entfernt. 

Als Blut bzw. Blutprodukte kommen unter anderem in Frage: 


Vollbiut 

- Erythrozytenkonzentrate 
is • Thrombozytenkonzentrate 

- Plasma 
Serum 

KryoprSzipitat 

Konzentrate von Gerinnungsfaktoren 
20 • Inhibitoren 
Fibronectin 
Albumin. 


Zur Anwendung des erfindurigsgemaBen Verfahrens sind Phenothiazine der folgenden Strukturformel geeignet. 
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Beispiel 1 

Mit MethylenWau (MB) wird nachfolgend die Konzentrationsabhangigkeit der Photoinaktivierung beim Vesikular- 
55 Stomatitis-Virus (VSV)im Humanplasma aufgezeigt. 

Ca. 5 x 1 0 7 Plaque Forming Units (PFU) pro ml VSV wurden in Humanplasma suspendiert und mit verschiedenen 
Konzentrationen an MB versetzt. Kontrollproben enthiehen keinen Farbstoff. Das Probevolumen betrug 0.5 ml. Eine 
Kontrollprobe und ein Teil der MB-haltigen Proben wurden fur 4 h bei Raumtemperatur mit sichtbarem Ucht bestrahlt; 
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Tab. 1 : Inakti vierung von VSV in Humanplasma mi t and ohne 
Belichtung. 

Belichtungsdauer : 4 h 
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Beispiel 2 
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Der Vergfeich von A (b^htet) und Q (dunkel) zeigt daS Ucht allein bffenSar keinen groSen EinfluS auf die Infek- 
tiosttat des Virus ausubt 


PrcDS 

MB-Enckcnz. 
UM 

Titer/200 ul 

Inaktivierungs- 
faktor 

A 

0 

2 x 10* 

2.2 

B 

0.01 

2.4 x 10* 

1.8 

"'c 

0,05 

2 x 10* 


0 

0.25 

3 x 10 2 

147 

c 

0.5 

< 1 ■ 

> 4.4 x 10* 

F 

1.0 

< 1 

> 4.4 x 10* 

G 

0 

4.4 x 10* 

1 


T.ab. 2: Virusinakt ivierung bei niedrigen Farbstof f konzentra- 
tionen 
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Die Photoinaktivierung bei Viren in Gegenwart von Phenothiazinfarbstoffen ist jedoch abhangig von der Dauer der 
Belichtung. Um zu untersuchen, welche Belichtungszeiten zur Photoinaktivierung von VSV ausreichen, wurden 10 6 
Plaque Forming Units (PFU) pro ml in Plasma suspendiert und fOr verschiedene Zeiten bei 22 °C wie beschrieben 
belichtet. Die erhaltenen Ergebnisse zeigt die Tabelle 3. Man erkennt, daB unter den gegebenen Versuchsbedingungen 
eine Stunde Belichtungszeit ausreichte, um den infektiOsen VSV-Titer um mehr als 6 Zehnerpotenzen zu vermindern. 
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Tab. 3: Kinetik der MB-vermittelten Photoinaktivierung von 
VSV 
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En ahnlicher Versuch wurde anstatt mtt MB in Gegenwart von 1 uM eines ahrWn ph«Lw« 
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Tab, 4.: Kinetik der TB-ver=ittelten Photoir.aktivierun, von 
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Tab. 5: Kinetik der MB-vermittelten Photoinaktivierung von 
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vierung zu sein scheint: bereits innerhalb von 10 min wurde der VTrustiter urn mehr als das 600-fache reduziert. 
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Tab. 6: Kinetik der MB-vermittelten Pho to inakti vierung von- 
HIV-1 
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Beispiel 7 


Bei dem Versuch. nicht umhullte Viren unter den Oblichen physiologischen Bedingungen in Gegenwart von 80 % 
Plasma zu inaktivieren. konnte kein Erfolg erzielt werden. Adenovirus wurde. als Modell fur ein nicht umhullles virus 
so langere Zeiten (4 'C. dunkel) in Gegenwart des Farbstoffes MethylenWau (MB). 1 nM. vorinkubiert. Danach erfolgte 
eine 30minutige Bestrahlung mit Halogenstrahlern (150 000 Lux). Dabei Wiebdie Infektiositatdes Adenovirus unveran- 
dert. 
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Probe 


Dauer der Vorinkubation Farbstoff Titer (logiO) 



Kontrolle 

Oh 


6,0. 

40 
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0 h 

: MB 
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1 h 
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45 
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24 h 
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Tab. 7: Einflufl der Vorinkubationsdauer auf die Photosensi- 
so tivierung von Adenovirus. 
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Der Titer wurde ais TCID50 (Berechnungsmethode "Tissue Culture Infectious Dosis" nach Spearman und Kaerber) 
bestimmt. Das Virus wurde auf FL-Zellen (def inierte Zelllinie zur Virustitration geeignet) titriert. 

Bei der Verwendung von ToluidinWau unter Beibehaltung der experimentellen Bedingungen konnte ebenfalls keine 
Reduktion des Virustiters festgestellt werden. 

Urn eine Inaktivierung von Adenovirus zu erzielen, wurde ein FriererVTauen-Schritt (F/T) unter Tiefgefrieren auf - 
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30 °C in den Versuchsablauf eingefugt Dabei spieltedie Reihenfblge des F/T uSraie Zugabe des Farbstoffes (1 hM 
* MB) nur eine untergeordnete Rolle. Die Bestrahlung der Proben erfolgte gleichfalls mit Hilfe der Haiogenstrahler 
Gemessen wurden 120 000 Lux. 

5 Probe : Proben vorbereitung Titer (loglO) 

Kontrolle - 7,5 

10 A F/T ^ 7,0 

B F/T + 60 min Bestrahlung (Bestr. ) 7,5 

: -,. , . C F/T + M B ♦ 60 min V orinkubat. + 6 0 min Bestr. 2,5 .-. 

D - MB + F/T — - ./* r .:; ; -^.^-^.-,,. r - . 7 ; S . 

E MB + F/T + 10 min Bestr. 5,0. 
F : MB • + F/T + 30 min Bestr. \ / — , q " 

G MB + F/T ♦ 60 min Bestr. ' t , 4;0 


is 


20 


Tab. 8': Photosensitivierung von Adenovirus aufgrund eines 
,25 eingefugten F/T-Schrittes . 
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- Die Durchfuhrung der Virustitration erfolgte wie in Tab. 7 beschrieben. 
Beisoiel 8 


Das besondere Problem bei der Anwendung hoher Farbstoffkonzentrationen liegt in dei< unmittelbaren Wirkung 
9Jieser Stoffe aufPlasmaproteine. In einem weiteren Versuch wurden daher unterschiedliche Farbstoffkbnzentrationen 
35 im Hinblick auf ihre VVirku^ 
Humanes Plasma £-ml~^ 

Aktivitaten der Gerinnungsfaktoren V, VIII und IX gemessen. Wie aus der Tabelle 9 ersichtlich ist werden sie in alien 
drei Fallen dosisabhangig inhibiert, die der Faktoren VIII und V ab etwa 10 jiMund die des Faktbrs IX bereits ab 2,5 
jiM. Demnach wirkt bei hGheren Konzentrationen MB direkt auf die Proteine, bhne da6 Licht einwirken mu(3. 
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Methylenblcu 
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Tab. 9: EinfluB von MB auf die Aktivitat von Gerinnungsf ak- 
toren 


Beispiel 9 

Nun hat aber nicht nur die eingesetzte Farbstoffkonzentration, sondern auch die Belichtungszeit einen EinfluB auf 
die Aktivitat von Gerinhungsfaktorea Diese Zeitabhangigkeit wurde. bei verschiedenen Methylenblaukonzentrationen 
ermittelt. 

Humanes Plasma (2 ml-Aliquots) wurden mit verschiedenen Mengen an MB verset2t und fur 1 bis 4 h belichtet (wie 
im Beispiel 1 beschrieben). Kbntrollproben wurden nicht photobehandelt. WiedieTabellelO zeigt werden die Aktivita- 
ten der drei Gerinnungsfaktoren V, VIII und IX zert- und dosisabhangig inhibiert. Besonders bei den Faktoren VIII und 
IX zeigt sich, da6 hohere MB-Konzentrationen und Ucht-Expositionszerten ab 2 h eine anscheinende ErhOhung der 
thrombolytischen Aktivitaten bewirken. v: . 
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Tab. 10: Einflufl von Lictit und MB auf die Aktivitat vori 
Gerinnungsfaktoren: Zeit- und Dosisabhangigkeit 


, 50 


45 Beispiel 1Q 

Gemafl einer bevorzugten AusfGhrungsform der vorliegenden Erfindung kann die Photoinaktivierung von Viren 
unmittelbar im Plasmabeutel vorgenommen werden. Oem Blut Oder den Blulprodukten wird lediglich der Farbstoff in 
erforderlicher Menge zugesetzt und der Beutel dann mit Licht bestrahlt. Auf diese einfache Weise lassen s.ch Blutoro- 
dukte von einzelnen Spendern jederzeit behandeln. 

In einem Versuch wurden drei Proben eines humanen Frischpiasmas aufgeta'ut und in den Plasmabeuteln mit 
jeweHs 1 .5 x 10 6 PFU VSV versetzt. Zu zwei Proben wurde MB in Kbnzentrationen von 1 bzw. 10 pM zugefOgt Aus dem 
MB-freien Plasma wurde eine Probe entnommen und als Positiv-Kbntrolle im Dunkeln bei 4.»C aufbewahrt Oann wur- 
den die drei Beutel zwischen zwei Plexiglasplatten eingespannt. urn eine moglichst gleichmaBige Schichtdicke von ca 
2.5 cm zu gewahrle.sten. Sie wurden daraufhin aus einer Entfernung von ca. 90 cm mit Hilfe eines Diaprojektors 
bestrahlt. Nach 4 h wurden zur Bestimmung des Virustiters Proben entnommen und dieser mittels Plaque- Assay auf 
FL-Zellen gemessen. Die Ergebnisse in Tab. 11 zeigen. daft bererts 1 pM MB ausreicht. urn im Plasmabeutel durch 
~vieraundigeBelicWurig.den,infett 
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Abwesenhert des Farbstoffe^uhrte die Befichtung zu einer Reduktion des Virustiters, allerdings nur urn etwa 50 %. 

Probe Bestrahlungs- MB-Konzen- Beutel- VSV-Titer 
dauer (h) tration (uM) Gewicht (g) (PRJ/ml) 

. Kontrolle . 0 0 323 : 5.x 10 3 


1 4 0 323 2,5 x 10 3 

2 4 1 289 0 

3 ^ 4 10 257 0 


Tab. 11: Photoinaktivierung von VSV im Plasmabeutel 


Die zur Virusinaklivierung eingesetzten Phenothiazinfarbstoffe kfinnen insbesondere bei den hier angewendeten 
Konzerrtrationen von bis zu 1 \iM im B!ut Oder den Blutprodukten verbleiben, ohne daft es zu Nebenwirkungen kommt. 
Sie lassen sich aber auch nachtrfiglich uber Dialyse. Gelfiltration oder Adsorption wieder entfernen. 

Von den genannten Methoden sind vor allem die adsorptiven von Interesse, weil sie den geringsten zeitlichen und 
technischen Aufwand machen und die betreffenden PlasmaproteinlGsungen nicht verdunnt werden. 

Beispiel 1 1 

Sdulenchromatographische Entfernung von MB aus PlasmaproteinlOsungen < 

Bei diesem Versuch sollte herausgefunden werden, ob die adsorptive Entfernung des Photooxidans atich auf chro- 
matographischem Wege erfolgen kann. Hintergrund ist die Idee. da6 man die Virusinaklivierung mittels Farbstoff in 
Kombination mit Licht in einem Behattnis durchfuhrt, beispjelsweise einem Blutbeutel und dann die PlasmaproteinlO- 
sung Qber eine Weine dazwischengeschaltete TrennsAule. die das Adsorptionsmittel enthait, in ein weiteres Behaitnis, 
z.B. einen zweiten Blutbeutel. uberfuhrt. Ware jetzt die Einheit erster Beutel -AdsorptionssSule • zweiter Beutel vorge- 
fertigt, verfugte man also Qber ein geschlossenes System, und man konnte auf einfache Weise unter geringstem Kon- 
taminationsrisiko virusinaktivierte Plasmaproteinprflparate, auch von einzelnen Donoren stammend, h erst el! en. 

Hierzu wurden 250 ml 5%iger AlbuminlOsung mit verschiedenen Geschwindigkeiten durch eine Trennsdule gelei- 
tet, die 5 ml Kieselgel (Porenwerte 40 A) enthielt. 10 mJ-Fraktionen wurden aufgefangen und ihre Extinktionswerte bei 
660 nm gemessen. 

Wie aus der Tabelle 12 hervorgeht. lie(3 sich das Gesamtvolumen der AlbuminlOsung bei DurchfluSgeschwindig- 
keiten von 5 bzw. 7,5 ml/min durch die Sdule leiten, ohne daG restliches MB in den Durchlauffraktionen nachzuweisen 
war Der Zeitaufwand, urn aus 250 ml Lflsung den Farbstoff zu entfernen, liegt demzufolge bei hOchstens 30 bis 35 
Minuten. 

Das Ergebnis des Versuches zeigt. daG die chromatographische Abtrennung des Photooxidans keine Probleme 
bereitet. zum anderen wird belegt. daB die oben skizzierte Herstellung virusinaktivierter Plasmaproteinpraparate ein- 
zelner Donoren mGglich ist. 


EP0 491 757 B1 


o 


E<ti.nkcicr. (660 sal : 0,067 
• Frd!-:^icn-Vr. : i 

- ' -3 ' 

9 


u 

14 


. ' S : : - • 7.5 

E<=ifl!cciai (650 m) . 


0.002 
0.000 
0.000 
0.002 

0.000 

o.ooo : 

•0.002 


0.001 
0.001 
0.SC2 
0.003 
-0.001- 
0.001 
0.001 
0.001 


-.. 4.-- T^.-L • 


Tab. 11: Chromatographische Abtrennung von MB aus' einer 
5%igen Albuminiosung (MB-Konzentration 1 pM) . 


Patentanspriiche 
1. 


Verfahren zur Inaktivierung von Viren in B|ut und Blutprodukten. bei dem die zu behandelnden Lnsnnr^nh™ c 
penaonen mit Phenothiazinfarfcstoffen versetzt und Tanschlie Bend ^S^S^ ^■ Su *' 
zeichnet. da* die Phenothiazinf artJS totf, in einer ^n^^ 

KSKT ^ ^«*«&™»^ Biutbeute* ^ ^e^^t^ 
Vertahren nach Anspruch 3. dadurch Oekennzeic^ 


4. 

5. 


Claims 


1. 
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2. The process as claimed in claim 1, characterised in that toluicfine blue or methylene blue is used as said phenothi- 
azine dye. 

3. The process as claimed in any one of the claims 1 or 2, characterised in that the solutions or suspensions to be 
treated are initially subjected to deep-freezing and then are thawed prior to irradiation. 


5. The process as claimed in claim 3, characterised in that the dye is added after thawing and prior to irradiation. 

6. The process as claimed in any one of the claims 1 to 5, characterised in that said process is carried out using two 
containers suitable for collecting blood, such as blood bags, with a separating column interposed between them 

^- and containing an adsorbing agent for the phenothiazine dyes. 

Revendicatlons 

1 . Procede dlnactivation de virus dans le sang et les produits du sang, dans lequel les solutions ou les suspensions 
k trarter sont meiangees avec des colorants k la phenothiazine et, ensuite, irradiees par la iumiere. caracterise en 
ce que les colorants k la phenothiazine sont utilises k une concentration de 0,1 k 2 *iM, et en ce que ('irradiation se 
produit directement dans des recipients transparents, comme les poches k sang qui servent au preievement et k 
la conservation du sang. 

2. Procede suivant la revendication 1, caracterise en ce que le bleu toluidine ou le bleu de methylene sont utilises 
comme colorants k la phenothiazine. 

3. Procede suivant Tune quelconque des revendicatlons 1 ou 2, caracterise en ce que les solutions ou les suspen- 
sions k trarter sont d'abordxongeiees. puis decongeiees avant rinradiation. 

4. Procede suivant la revendication 3, caracterise en ce que le colorant est ajoute avant le processus de congelation. 

5. Procede suivant la revendication 3, caracterise en ce que le colorant est ajoute apres la d6congelation et avant 


6. Procede suivant Tune quelconque des revendications 1 k 5, caracterise en ce qu'il est realise au moyen de deux 
recipients convenant au preievement du sang, comme des poches k sang, avec une colonne k fractionner interca- 
lee, qui contient un moyen d'adsorber le colorant k la phenothiazine. 


4. 


The process as claimed in claim 3, characterised in that the dye is added prior to the freezing step. 


Tirradiation. 




ft". 


